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ÚVOD  
 Biotechnológie z hľadiska živočíšnej výroby sú 

orientované na využívanie živých organizmov a ich častí 

pre vysoko intenzívnu a opakovateľnú výrobu potravín 

alebo modifikáciu produktov živočíchov na špecifické 

použitie. Poznatky o lokalizácii a efektoch špecifických 

génov, ktoré v uplynulých rokoch progresívne narastali, 

majú význam z hľadiska kvality produkcie, resp. ďalších 

úžitkových charakteristík hospodárskych zvierat. 

Väčšina vlastností vrátane ekonomicky významných, ako 

je napr. produkcia mäsa a mlieka, je kódovaná viacerými 

génmi. Preto finálny efekt môže byť rozdielny podľa 

identity individuálneho špecifického génu. Dôležitá je 

analýza úžitkovosti u rodičov a potomkov a ich 

vzájomné vzťahy. Chov brojlerových kurčiat umožnil  

intenzívnejšie ukladanie svalovej hmoty uplatnením 

výsledkov stratégie genetického výberu (Havenstein et 

al., 2003b). 

 Havenstein et al. (2003b) vvádza, že produkcia 

kurčacieho mäsa má dôležitú úlohu z hľadiska vysokej 

potenciálnej produkcie v relatívne krátkom období, ale i 

z hľadiska vysokej dietetickej hodnoty. Vysoká 

potenciálna produkcia daná krátkym generačným 

intervalom a pomerne krátkym obdobím výkrmu 

brojlerových kurčiat, vysoká intenzita rastu spolu s 

vynikajúcimi dietetickými vlastnosťami kurčacieho mäsa 

predurčuje tento druh mäsa ako potravinu budúcnosti.  

 Aj tisícročné tradície a skúsenosti v humánnom 

liečiteľstve poukazujú na skutočnosť, že 

najprirodzenejšie riešenie problematiky udržania zdravia 

zvierat a potravinovej bezpečnosti, je vo využívaní 

biologicky účinných látok rastlín. Drdák et al. (1996) 

uvádza, že obsahovým látkam rastlín, ako sú alkaloidy, 

triesloviny a silice je určená osobitná pozornosť. Použitie 

rastlinných silíc ako jednej z možných alternatív za 

kŕmne antibiotiká, ktoré kladne ovplyvnili produkciu 

brojlerových kurčiat potvrdili vo svojich experimentoch, 

Demeterová (2004), Mudroňová et al. (2005), 

Angelovičová et al. (2005), Angelovičová et al.(2006) a iní.  

 Podľa Opletela (1998) môžu mať rastovo-stimulačné 

účinky aj prírodné esenciálne oleje z korenín a aromatických 

bylín, ako aj rastlinné extrakty obsahujúce účinné zložky. 

Docic a Biklei (2003) uvádzajú, že rastlinné extrakty 

podobne ako antibiotiká, pozitívne ovplyvňujú príjem 

krmiva, prírastky telesnej hmotnosti, utilizáciu živín a 

zlepšujú mikrobiálnu fermentáciu v čreve. Bikler (2006) 

poukazuje aj na skutočnosť, že použitie fytogénnych aditív 

stimuluje fyziologické procesy tráviacej sústavy a zlepšuje 

jej odolnosť voči kolonizácií patogénnou mikroflórou  

 Použitie bylín a esenciálnych olejov závisí od ich 

antimikrobiálnej aktivity. Väčšina rastlín má priaznivé 

multifunkčné vlastnosti, ktoré sú dané špecifickým obsahom 

bioaktívnych zložiek. Kamel a McKay (2003) 

charakterizujú fytogénne substancie ako prírodné latky 

rastlinného pôvodu, ktoré nezanechávajú rezíduá  

v živočíšnych produktoch a nie je nutné dodržiavať 

ochrannú dobu pred jatočným zabíjaním zvierat.  

 Biotechnológie z hľadiska živočíšnej výroby sú 

orientované na využívanie živých organizmov a ich častí pre 

vysoko intenzívnu a opakovateľnú výrobu potravín alebo 

modifikáciu produktov živočíchov na špecifické použitie. 

Poznatky o lokalizácii a efektoch špecifických génov, ktoré 

v uplynulých rokoch progresívne narastali, majú význam z 

hľadiska kvality produkcie, resp. ďalších úžitkových 

charakteristík hospodárskych zvierat. Väčšina vlastností 

vrátane ekonomicky významných, ako je napr. produkcia 

mäsa a vajec, je kódovaná viacerými génmi. Preto finálny 

efekt môže byť rozdielny podľa identity individuálneho 

špecifického génu. Dôležitá je analýza úžitkovosti u rodičov 

a potomkov a ich vzájomné vzťahy (Bulla, 2003). 

 Rozdiely medzi jednotlivcami v zisku energie po 

nadmernom príjme potravy nepochybne ovplyvňuje 
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genotyp. Obezita následkom prejedania je jednoznačne 

následok exogénneho faktora.  

 Za fyziologických podmienok tukové tkanivo 

predstavuje asi 1% z hmotnosti tela. Tento stav je 

udržiavaný prísnymi regulačnými mechanizmami. 

Nadmerný príjem potravy je signálom pre mozog, 

znižuje sa chuť do jedla a zvyšuje sa utilizácia energie. 

Tento mechanizmus pôsobí ako pomalý dlhodobý 

feedbackový mechanizmus (Dridi et al., 2000). 

 Bez ohľadu na to, o ktorý mechanizmus regulácie ide, 

je isté, že bod citlivosti systému (set point) a jeho 

nastavená hladina určujú telesnú hmotnosť. Genetické 

(segregačné) experimenty ukázali, že obezita je 

regulovaná niekoľkými hlavnými génmi. Pokiaľ 

o centrálnom riadení chuti do jedla a príjmu potravy boli 

dôkazy, periférny článok feedbackového mechanizmu 

bol neznámy. Leptínový gén bol identifikovaný v roku 

1994 pomocou pozičného klonovania (Zhang et al., 

1994).  

 Jeho mutáza sa pokladá za podklad fenotypu extrémnej 

obezity a neplodnosti. Väčšina výskumu, ktorý 

nasledoval  

po objavení tohto hormónu, sa zameral na úlohu leptínu 

v regulácii telesnej hmotnosti, s cieľom objasnenia 

patofyziológie obezity. Mnoho výsledkov výskumu 

poukazuje na to, že leptín nie je dôležitý len v regulácii 

príjmu potravy a energetickej rovnováhy, ale plní tiež 

funkciu ako metabolický a neuroendokrinný hormón. 

(Dridi et al., 2000). 

 Bola vyklonovaná a sekvenovaná kuracia leptínová 

cDNA, ktorá je viac ako na 90 % identická s murínovým 

leptínom a viac ako na 80 % identická s väčšinou iných 

známych leptínových sekvencií. Navyše cDNA leptínu 

morky bola taktiež vyklonovaná a sekvenovaná 

a ukazuje  veľmi vysokú podobnosť so sekvenciami 

kuracieho leptínu. Kurací leptín má 145 aminokyselín 

v porovnaní so 146 aminokyselinami u cicavčích druhov 

(Taouis et al., 1998; Ashwell et al., 1999). 

 Ďalšia unikátna štruktúrna črta kuracieho leptínu je, že 

v porovnaní  s cicavčím leptínom obsahuje nepárovaný 

cytozín v pozícii 3´ originálnej cDNA (bez signálneho 

peptidu) (Dridi et al., 2000). 

 Leptínové receptory patria do triedy I cytokínovej 

receptorovej rodiny. Hoci bolo nájdených šesť izoforiem 

leptínového receptora, doteraz sú známe iba dve, čo je 

dávané do súvislosti s intracelulárnou signalizáciou. 

Najdlhšia izoforma (ObRb)  plnú spôsobilosť 

signalizácie (Eisenberg et al., 2004).  

  Analýzy naznačujú, že štruktúrna funkcia receptora 

existuje konštruktívne ako DIMER v plazmatickej 

membráne. Každý receptor dimérového páru sa 

reverzibilne viaže k jednej molekule leptínu. Pri viazaní, 

signálne dráhy sú zodpovedné za začiatok aktivácie 

receptorov spojených Janus kinázou 2 (JAK2) 

a fosforylácie tyrozínu dvoch kľúčových zvyškov na 

intracelulárnu časť receptora (Bahrenberg et al., 2002).  

 Osobitný význam pre narastanie účinku leptínu je 

naviazanie molekúl leptínu na jeho najdlhšie izoformy 

receptora aktivovanými radom intracelulárnych signálov 

po JAK2 aktivácii, ktoré boli spojené s celým radom 

biologických akcií rôznych tkanív. Expresie dvoch 

najdlhších izoforiem leptínového receptora (ObRa 

a ObRb) sa zdajú byť prítom vo všetkých cicavčích 

tkanivách, aj keď ObRb je najviac exprimovaný iba 

v hypotalame (Hekerman et al., 2005).  

 Celková strata funkcie mutácií v izoforme leptínového 

receptora ObRb sa zdá byť vzácna v ľudskej populácii, ale 

polymorfizmy v oblasti génu, ktoré kódujú extracelulárne 

domény receptora nie sú nezvyčajné, a sú spojené 

s priberaním telesnej hmotnosti a adipocytmi (Banks et al., 

2000).   

 Cieľom tejto práce bolo detegovať expresiu 

extracelulárneho leptínového receptora na základe analýzy 

cDNA u finálneho výkrmového typu brojlerových kurčiat 

COBB 500. 

 Ďalším cieľom bolo zamerať sa na rozloženie tkanivovej 

expresie receptora pre leptín vo vybraných orgánoch 

brojlerových kurčiat. 

 

MATERIÁL A METÓDY 
 Analýzy sme vykonali na vzorkách, ktoré sme získali zo 

skupinového experimentu s brojlerovými kurčatami. Tento 

experiment bol situovaný na farme s halou určenou pre chov 

24 000 kusov brojlerových kurčiat určených  

na produkciu mäsa. Na detekciu leptínového receptora sme 

použili vzorky tkanív a tuku brojlerových kurčiat 

COBB 500. Kurčatá boli chované v hale na hlbokej 

podstielke s dodržaným odporúčaného svetelného režimu. V 

experimente bola použitá vlastná technológia kŕmenia 

a napájania. Pokusná skupina bola zložená zo 100 kusov 

brojlerových kurčiat, z ktorých sme vybrali 5 kusov 

rovnakej telesnej hmotnosti. Tieto brojlerové kurčatá boli 

použité ako reprezentatívne vzorky, z ktorých sme použili 

vnútorné orgány a tuk na analýzy. RNA sme vyizolovali z 

rozdrvených častí tkanív srdca, sleziny, pečene a extra-

celulárneho tuku pomocou SV Total RNA Isolation System 

Trial Size kit. RNA bola prepísaná reverznou transkriptázou 

pomocou jednokrokového - cDNA syntetizačného kitu 

(Amersham) s náhodnými hexamérmi ako primermi. 

Reakčná zmes pre PCR obsahovala cDNA, 1,80 mM 

MgCl2, 0,25 mM dNTPs mix. Boli použité primery, ktorými 

sme analyzovali identifikáciu extracelulárneho receptora 

0,20 pmol.μl
-1 

CASSY- F marker 5'-GTC CAC GAG ATT 

CAT CCC AG-3' a 0,20 pmol.μl
-1 

CASSY - R marker 5'-

CCT GAG ATG CAG AGA TGC TC-3' (Cassy et al., 

2004).  Ďalej boli použité primery pre pozitívnu kontrolu 

kvality izolovanej RNA a priebehu reverznej transkripcie 

pre glyceraldehyd-3-fosfatát dehydrogenázu (GAPDH) 

GAPDH-F marker 5´-GTGTTATCATCTCAGCTCCCT 

CAG a marker GAPDH-R 5´AAAGGTGGAAGAATGG 

CTGTCACC (Liu et al., 2006). Ďalšími zložkami boli  

0,80 U GoTaq HotStar Polymeráza doplnené bidestilovanou 

vodou do objemu 30 μl. Zmes obsahovala tlmivý roztok 

GoTaq green pufor 5x (Promega, Medison USA) 

a amplifikácia prebehla v termálnom cykléri (PTC-150 

MiniCycler™, Research, Watertown USA). Postup PCR 

reakcie bol nasledovný: PCR cyklus začínal pre-

denaturáciou pri teplote 94 ºC po dobu 4 minút. Následne 

bolo zopakovaných 30 cyklov obsahujúcich denaturáciu pri 

teplote 94 ºC    po dobu 40 sekúnd a predlžovanie pri teplote 

72 ºC po dobu 1 minúty. Finálne predlžovanie fragmentov 

prebiehalo pri teplote 72 ºC po dobu 7 minút.  
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Obrázok 1 Výkrmový typ brojlerových kurčiat 

COBB500, Foto: Mrázová (2011) 

 

VÝSLEDKY A DISKUSIA 
Obrázok 2 Expresia leptínového receptora v orgánoch 

a tuku výkrmového typu kurčiat COBB500 

 

 Zámerom nášho experimentu bolo optimalizovať 

metodiku na sledovanie expresie extracelulárneho 

leptínového receptora na aviarnom modele. Použili sme 

vzorky orgánov kurčiat a tuku ktoré boli kŕmené silicami 

a taktiež vzorky orgánov a tuku od kurčiat z kontrolnej 

skupiny. V priebehu experimentu sa nám úspešne 

podarilo vyizolovať RNA zo srdca, sleziny, pečene 

a vnútrotelového tuku. Získaná celková RNA po 

reverznej transkripcii na cDNA predstavovala templát 

ktorý sme použili na identifikáciu zvoleného leptínového 

receptora. Ako vyplýva z obrázku 2, vo všetkých 

analyzovaných orgánoch sa nám podarilo vyizolovať 

celkovú RNA, ktorá pri následnej reverznej transkripcii 

a PCR reakcii s použitím primérových párov CASSY-F 

a CASSY-R umožnili vznik fragmentov 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 

a 8. Ako naznačuje dráha číslo 4,  najmenší obsah 

izolovanej RNA bol dosiahnutý vo vnútrotelovom tuku, 

ktorý sme získali z kurčiat kŕmených silicami, a dráha 

číslo 8, ktorý sme získali od kurčiat ktoré sme zobrali 

z kontrolnej skupiny. M-predstavujú markéry na 

identifikáciu extracelulárneho lelptínového receptora. 

V našom experimente sme použili hmotnostný marker 

o veľkosti 100 bp. Zaujímavé výsledky ponúka dráha 

číslo 4, ktorá by mala poukazovať na prítomnosť 

leptínového receptora vo vnútro telovom tuku. V tejto 

dráhe sa nachádzal fragment, ktorý svojou dĺžkou 

nezodpovedal očakávanej dĺžke fragmentu ohraničeného 

navrhnutými primérmi (CASSY-F a CASSY-R – 273bp), ale 

bol kratší ako kontrolný fragment GAPDH s dĺžkou 533bp. 

Z uvedeného vyplýva, že použitím primérov a postupov 

popísaných v metodike práce je možné pozorovať expresiu 

extracelulárneho leptínového receptora u hybridu 

COBB 500. V tkanive srdca, sleziny a pečene je pozorovaný 

leptínový receptor exprimovaný v očakávaných množstvách. 

V tkanive vnútro telového tuku sa RNA javí ako skrátená, čo 

by mohlo byť zapríčinené alternetívnym zostrihom molekuly 

(splicing). Keďže finálny výkrmový typ brojlerových kurčiat 

hybrid COBB 500 je dlhodobo šľachtený so zameraním  

na znižovanie obsahu vnútrotelového tuku a zvyšovanie 

objemu prsnej svaloviny, budeme sa tejto problematike 

venovať viac. 

 
ZÁVER 
 V našom experimente sa nám úspešne podarilo vyizolovať 

celkovú RNA z tkanív  orgánov ako srdce, slezina, pečeň, 

a vnútrotelový tuk. V tkanivách srdca, sleziny, pečene pri 

pomerne vysokej koncentrácii celkovej cDNA vo vzorke sa 

dĺžka fragmentu extracelulárneho leptínového receptora 

nachádza v očakávaných množstvách. Vo vnútro telovom 

tuku na prítomnosť leptínového receptora poukázal 

fragment, ktorý svojou dĺžkou nezodpovedal očakávanej 

dĺžke fragmentu ohraničeného navrhnutými prímermi. Ďalej 

sme zistili, že použitím prímeru a popísaných postupov je 

možné pozorovať expresiu extracelulárneho leptínového 

receptora u výkrmového typu brojlerových kurčiat 

COBB 500. V tkanive vnútrotelového tuku sa RNA našla 

v skrátenej forme. Tejto problematike sa budeme naďalej 

venovať.  
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